CAR-T-ZELLTHERAPIEN

FORTBILDUNG

Chimeric Antigen Receptor T-Zellen

Eine neue Generation gentechnologisch
manipulierter Immunzellen schafft den

Sprung in die Klinik

Die Chimeric Antigen Receptor (CAR) T-Zell Therapie hat sich
in den letzten Jahren zu einer Strategie entwickelt, welche
T-Zellen nutzt um Tumorzellen zu eliminieren. Obwohl das
Prinzip brillant ist und in der klinischen Anwendung bei fort-
geschrittenem Tumorleiden zu vielversprechenden Resultaten
gefiihrt hat, braucht es noch zahlreiche Optimierungsprozesse,
um diese Therapie einem breiteren Patientenkollektiv anbieten
zu konnen. Dieser erste Beitrag zum Schwerpunkt-Thema
erlautert das Prinzip der CAR T-Zelltherapie.

La thérapie par le récepteur antigéne chimérique (CAR) des
cellules T a évolué au cours des derniéres années a une
stratégie qui utilise les cellules T pour éliminer les cellules
tumorales. Méme si le principe est brillant et a conduit a des
résultats prometteurs dans I'utilisation clinique dans des
tumeurs malignes avancées, il faut encore de nombreux pro-
cessus d'optimisation afin de pouvoir offrir cette thérapie a
une population plus large de patients. Cette premiére contri-
bution au théme principal explique le principe de la thérapie
cellulaire CAR T.

Tumorzellen konnen durch das Immunsystem eliminiert werden.
Diese Beobachtung ist die Grundlage fiir zelluldre Therapien wie
die hamatopoietische Stammzelltransplantation und Vakzinie-
rungsstudien. Der adoptive Transfer von genetisch modifizierten
T-Zellen zur Elimination von Tumorzellen hat sich in den letzten
Jahren zu einer vielversprechenden, potenten Methode entwickelt
bei Patienten mit fortgeschrittenem Tumorleiden. Insbesondere die
Generation von T-Zellen, welche einen chiméiren Antigenrezeptor
(sogenannte CAR T-Zellen) verwendet, findet zunehmend Anwen-
dung bei einer wachsenden Zahl an hamatopoietischen und soliden
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Abb. 1: Struktur des CARs. CAR Molekiile verbinden die extrazelluldre
scFv mit der intrazelluldaren CD3 Doméne des T-Zell Rezeptors (erste CAR
Generation). In der zweiten und dritten CAR Generation wurden eine, bzw.
zwei ko-stimulierende Domanen eingebaut. Modifiziert nach (1).
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Tumorleiden (1,2). Durch die Kombi-
nation der Spezifitit von monoklona-
len Antikorpern und der aktivierenden
Domine von T-Zellen sind CAR T-Zel-
len ausgesprochen zytotoxisch fiir Ziel-
zellen, welche das Antigen tragen. Dabei
lauft die Antigenerkennung nicht iber
den endogenen T-Zell Rezeptor, son-
dern iiber den artifiziell in die T-Zelle
eingebrachten Antigen-Rezeptor.

Geschichte der CAR T-Zellen

CAR T-Zellen wurden erstmalig vor 20
Jahren beschrieben (3). In der ersten
Generation von CAR T-Zellen wurde
die extrazelluldre variable Doméne eines
Antikorpers (scFv) mit der intrazellula-
ren Domine des T-Zell-Rezeptorkom-
plexes CD3( verlinkt (Abbildung1).
Die extrazellulire variable Doméne
des Antikorpers vermittelt, im Kontext
der Tumortherapie, die Spezifitit der
CAR T-Zelle fiir ein bestimmtes, auf der
Tumorzelle moglichst spezifisch expri-
miertes Antigen. In die zweite und dritte
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Abb. 2: Herstellung von CAR T-Zellen. Mit einer Leukapherese werden mononukleédre Zellen aus dem
peripheren Blut des Patienten gewonnen und ex vivo expandiert. Danach werden die Zellen mit dem
CAR Molekiil transduziert und dem mit einer Chemotherapie vorbehandelten Patienten infundiert.
Modifiziert nach (2) (°Novartis Pharmaceuticals Corporation. All rights reserved).

Generation von CAR T-Zellen wurden

sogenannte ko-stimulierende Doménen

eingebaut. Die kostimulierenden Domi-

nen der CAR T-Zellen erh6hen die anti-tumorale Aktivitit und
verlingern das Uberleben der mit CARs versehenen T-Zellen. Die
zweite Generation von CAR T-Zellen enthilt ein ko-stimulieren-
des Signal (CD28 oder 4-1BB), die dritte Generation ein weiteres
ko-stimulierendes Signal (CD27, CD28, 4-1BB, ICOS, CD40) (4,5).
CARs konnen durch unterschiedliche Methoden in autologe T-Zel-
len eingefiihrt werden. Am haufigsten erfolgt dies durch retro- und
lentivirale Transduktion, welche eine stabile und langdauernde
Expression der CARs ermdéglichen (6,7). Diese Technologien erlau-
ben eine langfristige Kontrolle von Tumorzellen, bergen jedoch auch
das (theoretische) Risiko der malignen Transformation der modifi-
zierten T-Zellen (8). In bestimmten Situationen kann somit auch die
transiente Expression von CARs zum Beispiel mittels Transfektion
erwogen werden. Solche (experimentellen) Ansitze sind jedoch nur
fiir eine kurzfristige Krankheitskontrolle von Nutzen.

Produktion von CAR T-Zellen

Die genetisch modifizierten T-Zellen miissen fiir den therapeuti-
schen Nutzen in vitro expandiert werden (Abbildung2) (1). Aus
einem Leukapherese-Produkt werden T-Zellen mit Hilfe von Anti-
korpern und/oder artifiziellen Antigen-prasentierenden Zellen
expandiert. Das Produkt kann je nach Methode einen unterschied-
lichen Anteil an Memory-T-Zellen enthalten. Memory-T-Zellen
konnen im Gegensatz zu terminal differenzierten Effektor-T-Zel-
len replizieren und in vitro expandieren. Nach der Zubereitung des
CAR-T-Zell Produktes erfolgen Qualititskontrollen, bevor die Zel-
len in den Patienten infundiert werden. Damit die transfundierten
T-Zellen im Patienten besser angehen und expandieren kénnen,
wird dieser mit einer Lymphozyten-depletierenden Chemotherapie
vorbehandelt.
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Wirkungsmechanismus von CAR T-Zellen

Fur die spezifische Erkennung von Tumorantigenen ist die scFv-
Domine des CARs verantwortlich (2). Die Interaktion des CARs
mit seinem Liganden hat eine hohere Affinitit und Aviditat als die
physiologische Interaktion zwischen dem T-Zell-Rezeptor und dem
Peptid-MHC-Komplex. Die Bindung des CARs an Tumorzellen
fithrt zu einer Rekrutierung von T-Zellen an den Tumor und 16st
eine zytotoxische, tumorspezifische Reaktion aus. Die Erkennung
durch CARs ist unabhingig von MHC-Molekiilen und der Anti-
gen-Prisentation und umgeht somit Mechanismen, die der Tumor-
zelle ein Ausweichen ermoglichen. Diese Mechanismen fithren
neben der Elimination von Tumorzellen zu einer massiven T-Zell-
Proliferation in der Tumorumgebung.

CAR T-Zell Persistenz

Eine der aktuell wichtigsten Fragen auf dem Gebiet der CAR T-Zel-
len ist die Frage nach der Uberlebensdauer der CAR T-Zellen (CAR
T-Zell Persistenz) in vivo. In frithen Studien wurde auf eine Lym-
phozytendepletion des Patienten verzichtet. Vermutlich trug dies
zum sehr kurzen Uberleben und zur schwachen anti-tumoralen
Aktivitat der ersten CAR T-Zellen Generation bei (9). Die meisten
aktuellen CAR T-Zell Protokolle beinhalten eine Lymphodepletion.
Es wird angenommen, dass eine intensivere Lymphozytendeple-
tion zu einer verlingerten CAR T-Zell Persistenz fithrt. Aktuell
versuchen verschiedene Studien das Protokoll der Lymphozyten-
depletion zu optimieren, um die CAR T-Zell Persistenz zu ver-
bessern (10).

Die CAR T-Zell Persistenz wird auch durch die ko-stimulierende
Doméne beeinflusst (siche oben). Es wurde gezeigt, dass CD28 zu
einer verstarkten Expression von Genen fiihrt, welche die Erschop-
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Abb. 3: Strategie zur Regulie-
rung der CAR T-Zell Persistenz.
T-Zellen werden mit dem CAR-
Konstrukt und mit iCasp9 trans-
duziert. Die Zugabe einer Small
Molecules (AP1903) fiihrt zur
Dimerisierung von iCasp9 und
zur Apoptose der CAR T-Zelle.
Modifiziert nach (2).

ist also davon auszugehen, dass die Dauer der CAR T-Zell Per-
sistenz auf den Tumor zugeschnitten und gegeniiber potentiellen
Nebenwirkungen abgewogen werden muss. In bestimmten Fillen
ist eine transiente CAR T-Zell Persistenz erwiinscht. Eine transi-
ente Expression von CARs auf T-Zellen kann durch die Transfek-
tion (nicht Transduktion) von T-Zellen mit einer mRNA, welche
fir den CAR kodiert erreicht werden (12). Die transiente Expres-
sion von CARs wird aktuell in klinischen Studien untersucht.

Take-Home Message

@ Die Chimeric Antigen Receptor (CAR) T-Zell Therapie hat sich in den
letzten Jahren zu einer Strategie entwickelt, welche modifizierte, auf
den Tumor zugeschnittene T-Zellen gezielt nutzt, um Tumorzellen zu
eliminieren.

@ CAR T-Zellen der zweiten und dritten Generation enthalten ko-stimu-
lierende Signale. Diese konnen durch unterschiedliche Methoden in
autologe T-Zellen eingefuihrt werden, wodurch die anti-tumorale Aktivi-
tat erhdht und das Uberleben der mit CARs versehenen T-Zellen ver-
langert wird.

@ Derzeit werden zahlreiche Moglichkeiten erforscht, die Funktion von
CAR T-Zellen zu optimieren und zu regulieren, insbesondere im Hin-
blick darauf, dass diese mehr als nur ein Antigen auf Tumorzellen
erkennen kénnen und dadurch eine noch weiter personalisierte The-
rapie erlauben.

Kontrolle tiber CAR T-Zellen

CAR T-Zellen kdnnen, wie unmanipulierte T-Zellen, eine Gedacht-
nisfunktion aufweisen und durch Antigenstimulation expandie-
ren. Sie sind also «lebende Medikamente». Eine mogliche Gefahr
besteht jedoch in der unkontrollierten Proliferation und dem Scha-
den an gesundem Gewebe durch mit CARs versetzten T-Zellen. Es
wire also wiinschenswert, die Aktivitidt von CAR T-Zellen mit einem
«An/ Aus-Knopf» zu kontrollieren. Solche Strategien werden aktuell
untersucht und «ON-Switch», bzw. «Suicide-Switch» genannt (13).
Das induzierbare Kaspase-9 (iCasp9)-System erlaubt es, mit einem
sogenannten Small Molecule Apoptose in einer mit iCasp9 transdu-
zierten Zelle auszuldsen (Abbildung 3). iCasp9-exprimierende Zellen
koénnten also so «ausgeschaltet» und die CAR-T-Zell Persistenz regu-
liert werden. Das Anschalten einer CAR T-Zelle (ON-Switch) wurde
bisher nur in experimentellen Modellen gezeigt. Hier kann der CAR
nur in Anwesenheit eines Molekiils (z.B. Tacrolimus) in eine funktio-
nelle Konformation iiberfiihrt werden (14).

Es bestehen also noch zahlreiche Moglichkeiten die Funktion von
CAR T-Zellen zu optimieren und zu regulieren, welche zu einer
Erweiterung des therapeutischen Fensters fithren konnten. Insbe-
sondere wird in Zukunft auch an CAR T-Zellen geforscht und gear-
beitet werden, welche mehr als nur ein Antigen auf Tumorzellen
erkennen (15). Dies wird die Spezifitit der CAR T-Zellen fiir einen
bestimmten Tumor eines bestimmten Patienten erhohen und eine
noch individuellere, personalisierte Therapie erlauben.
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Message a retenir

@ La thérapie par le récepteur antigéne chimérique (CAR) des cellules T
a évolué au cours des dernieres années a une stratégie qui utilise des
cellules T modifiées et adaptées spécifiquement a la tumeur pour éli-
miner les cellules tumorales.

@ Les cellules T CAR de la seconde et troisieme génération contiennent
des signaux co-stimulateurs. Ceux-ci peuvent étre introduits dans des
cellules T autologues par de divers procédés, en augmentant ainsi
I'activité anti-tumorale et prolongeant la survie des cellules T fournies
de CARs.

@ A présent de nombreuses possibilités sont en train d’ étre explorées
pour optimiser et régler la fonction des cellules T CAR, en particulier
compte tenu du fait qu'elles peuvent détecter plus d’un seul antigene
sur les cellules tumorales et permettent ainsi un traitement encore
plus personnalisé.
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